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論文内容の要旨
イネは、モデル植物として様々な利点、を有し、かつ食糧としても重要な作物の 1 つで
ある。本研究で着目した雄性生殖器官は、生物がその後代を維持していくために必要不可
欠な組織である。また、雄性生殖器官はその構造が複雑であり、環境ストレスなど外的要
因にも極めて弱い組織であるため、様々な要因で発達不全となり雄性不稔が引き起こされ
やすい。雄性生殖器官形成は複雑なメカニズムで制御されており、多くの遺伝子が時間的・
空間的に精密な発現挙動を示すことが正常な雄性生殖器官の正常な発達・機能に重要であ
り、故に正確かっ迅速な遺伝子発現制御機構が必要であることが推測される。このような
遺伝子発現の fine-tuning を行う機構として考えられるものが、低分子 RNA による遺伝子
発現制御機構である。低分子 RNA (以下 small RNA) とは、 18・ 24 塩基程度の“遺伝子を
コードしていない低分子 RNA" のことであり、生合成経路によって micro RNA (miRNA) 
と small interfering RNA (siRNA) の 2 種に大別される。 siRNA には、トランスポゾン
や反復配列由来 siRNA である repeat-associated RNA (ra-siRNA) 、植物特異的 siRNA
である natural-antisense siRNA (nat-siRNA) 、 trans-acting siRNA (ta -siRNA) が存在
する。 small RNA は、シトシンのメチル化やメチル化を介したヘテロクロマチン形成の誘
導、または mRNA を切断することで標的遺伝子の発現を調節している。 small RNA によ
るジーンサイレンシング経路関連因子の変異体は、匹致死や葉、根の形態異常など多面的
な異常を示す。このような多様な表現型は、 small RNA による遺伝子発現制御が植物の
様々な生活環において重要な機能を有していることを示している。また、病害や環境スト
レスへの応答にも通常の条件下とは異なる miRNA が発現することが報告されていること
から、植物は自身の生存戦略に small RNA による遺伝子制御機能を幅広く活用している
ことが示唆される。
本研究では、イネ雄性生殖器官発達過程に機能する small RNA 遺伝子発現制御機構を
明らかにすることを目的とした。
[3 細胞性花粉期蔚における small RNA 少量解析]
small RNA が雄性生殖器官形成に機能する可能性は報告されていたものの雄性生殖器
官に発現する small RNA は同定されていなかった。そこで、まず雄性生殖器官に small
RNA 遺伝子発現制御機構が存在することを明らかにするため、 3 細胞性花粉期蔚から
small RNA の同定を行った。 3 細胞性花粉期蔚由来 small RNA-cDNA ライブラリーから、
864 個の配列について塩基配列を決定した。取得した配列に対してイネゲノムとの BLAST
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解析を行った結果、イネゲノムと 100% の相向性を持つ 169 個の配列を得た。この 169 配
列の塩基長は 15"'"'30 塩基で、平均 22 塩基であった。 small RNA は、一般的に 18"'"'24 塩
基の塩基長と規定されており、それらの塩基長を有する配列の割合は、 7 1.6% (1211169) 
であった。 17 塩基以下の塩基長を有する配列は 1 1.2% (191169) 、 25 塩基以上の配列は
17.2% (29/169 クローン)であった。以上のことから、スクリーニングにより獲得した概
列のうち、 70%以上が small RNA である可能性が明らかになった。さらに BLAST 検索か
ら、 56 個の新規 small RNA 候補を見出した。その他の配列は、 111 個は rRNA、 2 個が
tRNA の塩基配列に相同性を示し、それらの部分配列あるいは分解産物と考えられた。 56
個の新規 small RNA 候補配列を精査した結果、新規 small RNA 候補配列は、 54 個の新規
small RNA 候補及び 2 種の既知 miRNA (miR166 、 miR167) であった。これら 2 種の既
知 miRNA を用いて雄性生殖器官での発現解析を行った。ライブラリー作成に用いた 3 細
胞性花粉期蔚に加えて、根、葉、小胞子蔚及び 2 細胞性花粉期期蔚について発現を調査し
たところ、根での非常に弱し、発現と、葉及び蔚の各ステージでの強い発現が見られた。こ
れらの結果から、イネ雄性生殖器官発達過程に small RNA による遺伝子発現制御機構が
存在する可能性を見出した。
[雄性生殖器官発達過程 4 ステージにおける small RNA の網羅的解析]
3 細胞性花粉期蔚からの small RNA の同定により、イネ雄性生殖器官内に small RNA 
が発現していることを明らかにした。しかし、生物の内生 small RNA の種類・量は膨大で
あるため、上記解析により得た small RNA 情報はごく一部である。そこで、大量の塩基
配列情報が得ることが可能な次世代シーケンサーを用いて網羅的な解析を行った。雄性生
殖器官発達過程を小胞子/花粉発達過程をもとに、減数分裂/四分モ期、小胞子期、 2 細胞性
花粉期、 3 細胞性花粉期の 4 ステージに分類し、各々のステージの蔚由来 small RNA-cDNA 
ライブラリーから、次世代シーケンサーにより、網羅的な塩基配列情報を取得した。その
結果、減数分裂/四分子期から 12 ， 064 ， 701 個、小胞子期から 5 ， 545 ， 596 個、 2 細胞性花粉
期から 11 ， 080 ， 321 個、 3 細胞性花粉期から 12 ， 553 ， 601 個の配列情報を得た。取得した塩
基配列情報を少量解析と同様のイネゲノム配列との比較に加え、 small RNA 以外の既知
non-coding RNA との比較を行った結果、既知 small RNAI新規 small RNA 候補として、
独立配列は、減数分裂/四分子期から 615 ， 134 種、小胞子期から 707 ， 377 種、 2 細胞性花粉
期から 2 ， 025 ， 539 種、 3 細胞性花粉期から 1 ， 981 ， 294 種が得られ、総数にして各々 5 ， 208 ， 641
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個、 1 ， 888 ， 700) 、 4 ， 052 ， 208 個、 4 ， 026 ， 146 個の配列が得られた。これらの配列から既知
small RNA を抽出した結果、既知 small RNA では ra-siRNA が最も多く含まれていた。
また、 miRNA、 nat-siRNA、 ra-siRNA は後期過程になるほど多くなり、 ta-siRNA のみが
減数分裂/四分子期のみに多数存在することを明らかにした。続いて既知 small RNA/新規
small RNA 候補について、塩基長、 5' 末端塩基種から分類した。その結果、減数分裂/四
分子期は、 21 塩基の small RNA が最も多くを占め、その他 3 ステージでは 24 塩基の small
RNA が最も多くを占めた。また、 5' 末端塩基種の分類からは、減数分裂/四分子期では U
が最も多く、後期過程になるほど A の占める割合が増加していた。通常、植物の内生 small
RNA は、 24 塩基の small RNA が最も多くを占めることから、減数分裂/四分子期で見ら
れた 21 塩基の small RNA の大量発現及び発達過程における主塩基長のシフトは、本研究
で見出された特殊な傾向である。
次に、各々の small RNA が雄性生殖器官発達過程においてどのように機能しているか
を明らかにするため、 small RNA 種の中でも特に miRNA に着目し、解析を行った。新規
small RNA 候補内から、 miRNA を同定するため miRNA 前駆体二次構造解析と miRNA*
解析を行い、新規 miRNA 候補を選抜し、各々の miRNA 候補に対して標的遺伝子を予測
した。ここで、新規 miRNA 候補を標的遺伝子の抑制関係を網羅的に解析するため、標的
遺伝子のマイクロアレイデータを用いた逆相関解析を行った。次世代シーケンサーから得
られた各々の配列のカウントデータから発現量を推測し、既報のイネ雄性生殖器官マイク
ロアレイデータと合わせて miRNA-予測標的遺伝子の発現プロファイルを構築した。この
データを基に相関解析を行い、相関係数が・0.6 以下の場合逆相関関係を示したと規定し選
抜した結果、 20 個の既知 miRNA、 83 個の新規 miRNA 候補が各々 43 個、 280 個の遺伝子
を標的としている可能性を見出した。選抜した miRNA 内には、 miR156 、 miR164 、 miR172
などシロイヌナズナにおいて雄性生殖器官発達に機能することが報告されているものだけ
でなく、これまで機能未知のままであった miRNA 種が含まれていたことから、既知
miRNA における新たな機能が推測された。また、 miRbase (Release 16) には、 143 種/462
配列のイネ miRNA が登録されているが、本研究では 83 種の新規 miRNA が見出されたこ
とから、従来の研究に比べ、多くの新規 miRNA を選抜することを可能にした。加えて、
見出した標的遺伝子には、小胞子/花粉特異的遺伝子が 1 遺伝子、蔚特異的遺伝子が 2 遺伝
子含まれており、その他にも雄性生殖器官発達過程に機能することが予測される多くの遺
伝子が miRNA によって抑制されている可能性を見出した。
- 122 -
以上の結果から、イネ雄性生殖器官発達過程における small RNA による遺伝子発現制
御機構を明らかにするとともに、網羅的な内生 small RNA の傾向と個々の miRNA による
発現制御機構を明らかにした。本研究は、雄性生殖器官発達過程に存在する複雑な遺伝子
制御ネットワークを解明するための基礎的な情報を提供し且つネットワーク内での各々の
miRNA 及び標的遺伝子の機能の解明に新たな知見を与えるものである。
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論文審査結果の要旨
雄性生殖器官の発達は、複雑な遺伝的メカニズムによって制御されていることが知られてお
り、そこには精密な遺伝子発現制御機構が存在すると考えられている。本研究では、イネ雄性生
殖器官発達過程に機能する small RNA 遺伝子発現制御機構の解明を目的とした。研究開始時点に
おいては雄性生殖器官に存在する small RNA すら明らかで、はなかったことから、まず、雄性生殖
器官に small RNA 遺伝子発現制御機構が存在することを明らかにするため、 3 細胞性花粉期蔚から
small RNA の同定を行い、 54 種の新規 small RNA 候補と 2 種の既知 miRNA (miR166、 miR167)
を取得した。既知 miRNA の発現解析から、これらの miRNA の根での弱い発現と、葉及び蔚発達
過程での強い発現が見られ、雄性生殖器官発達過程に small RNA 遺伝子発現制御機構が存在する
可能性を見出した。この結果によって示された雄性生殖器官発達過程に存在する small RNA を網
羅的に解析するため、発達過程 4 ステージから高速シーケンサーによる small RNA の取得・解析
を行った。その結果、雄性生殖器官発達過程では small RNA の主塩基長、 5'末端塩基種がシフトす
る特殊な傾向と、この現象に small RNA 関連因子の活性が関与する可能性を示した。更に、高速
シーケンサーによる発現量予測とマイクロアレイデータを組み合わせるとしづ新規逆相関解析法
を開発した。この手法により、 20 種の既知 miRNA が 43 個の遺伝子を標的とし、 83 種の新規
miRNA 候補が 280 個の遺伝子を標的として機能することで正常な雄性生殖器官発達に寄与する可
能性を示した。
以上の結果から、イネ雄性生殖器官発達過程における small RNA による新規遺伝子発現制御機
構を明らかにすると共に、網羅的な内生 small RNA の傾向と個々の miRNA による発現制御機構を
明らかにした。本研究は、雄性生殖器官発達過程に存在する複雑な遺伝子制御ネットワークを解
明するための基礎情報を提供し且つネットワーク内での各々の miRNA 及び標的遺伝子の機能解明
に新たな知見を与えるものであり、自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有
することを示している。したがって，藤岡智明提出の論文は，博士(生命科学)の博士論文として合
格と認める。
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